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Es wird ein Enzym-lmmunoassay zur Bestimmung eines 
Antigens mit verbesserter Empfindlichkeit bereitgestellt. 
Dieses Immunoassay weistfolgende Reaktionsstufen auf 

(1) Reaktion 

(A) eines Immunkomplexes, der dadurch erhalten wurde, 
da& gleichzeitig eine antigene Substanz (a), ein immobili- 
sierter erster Antikdrper (b), der die antigene Substanz er- 
kennt, und ein zweiter Antikdrper (c), der die antigene Sub- 
stanz erkennt und von einer anderen Tierart stammt, umge- 
setzt warden, 

mit 

(B) einem enzymmarkierten dritten Antikdrper, der das 
Immunoglobulin erkennt, welches von der gleichen Tierart 
wie der zweite Antikdrper stammt, 

(2) Trennen derfesten Phase von derflussigen, und 

(3) Bestimmung der Menge des In der festen Phase vorlte- 
genden Enzyms mittefs der Enzymaktivitat. 
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PatentansprQche 

1. Enzym-Imrnunoassay zur quantitativen Bestimmung einer antigenen Substanz, gekennzeichnet durch 
folgende Reaktionsstufen: 

5 

(1) Reaktion 

(A) eines Immunkomplexes, der dadurch erhalten wurde, daB gleichzeitig eine antigene Substanz 
(a), ein immobilisierter erster Antikdrper (b), der die antigene Substanz erkennt, und ein zweiter 
Antikdrper (c), der die antigene Substanz erkennt und von einer anderen Tierart stammt, umge- 

10 setzt werden, mit 

(B) einem enzymmarkierten dritten Antikorper, der das Immunoglobulin erkennt, welches von 
den gleichen Tierarten wie der zweite Antikdrper stammt, 

(2) Trennen der festen Phase von der flQssigen, und (3) Bestimmung der Menge des in der festen Phase 
1 5 vorliegenden Enzyms mittels der Enzymaktivit&t. 

2 Enzym-Immunoassay nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der dritte Antikorper von der 
gleichen Tierart wie der erste Antikdrper stammt 

3. Enzym-Immunoassay nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der erste Antikorper auf 
20 einem anorganischen oder organischen TrSger immobilisiert ist 

4. Enzym-Immunoassay nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB der zweite Antikorper ein 
monoclonaler Antikorper ist 

Beschreibung 

25 

Die Erfindung betrifft ein Enzym-Immunoassay (EI A). 

AIs eine EIA-Technik ist die Sandwich- EIA-Methode bekannt Diese Technik enth&lt die Reaktion eines an 
einen imraobiiisierten ersten Antikorper gebundenen Antigens mit einem enzymmarkierten zweiten Antikorper 
und die anschlieBende Bestimmung der Menge dieses Enzyms (US-PS 44 74 878). 
30 Diese Technik hat jedoch den Nachteil, daB eine ausreichende Empfindlichkeit bei einem geringen Titer des 
zweiten Antikdrpers nicht erzielt wird 

Der Erfindung liegt demnach die Aufgabe zugrunde, ein EIA mit einer verbesserten Empfindlichkeit bereitzu- 
stellen. 

Eine andere Aufgabe dieser Erfindung ist die Bereitstellung eines EIA mit einer hohen Empfindlichkeit auch 
35 fur den Fall, daB der Titer des zweiten Antikdrpers gering ist Weiterhin ist es Aufgabe der Erfindung, ein EIA 
zur Verfugung zu stellen, welches in der Lage ist, einen ungereinigten Antikorper als zweiten Antikdrper mit 
einer ausreichend hohen Empfindlichkeit zu verwenden. 

SchlieBIich ist es Aufgabe der Erfindung, ein EIA bereitzustellen, welches hochspezifisch die Bestimmung 
eines Antigens ermdglicht 

40 Diese Aufgabe wrid durch das EIA gemaB Patentanspruch 1 geldst Diese und weitere Gegenstande der 
vorliegenden Erfindung, die nachfolgend noch verdeutlicht werden, wurden weitestgehend durch ein Enzymim- 
munoassay-Verfahren zur quantitativen Bestimmung antigener Substanzen erreicht, es enth&lt folgende Verfah- 
rensstufen: 

45 1. Reaktion 

(A) eines Immunkomplexes, erhalten durch gieichzeitige Umsetzung von (a) einer antigenen Substanz, 
(b) eines immobilisierten ersten Antikdrpers, welcher die antigene Substanz erkennt, und (c) eines 
zweiten Antikdrpers, welcher die antigene Substanz erkennt und von einer anderen Tierart stammt, mit 

(B) einem enzymmarkierten dritten Antikdrper, welcher das Immunoglobulin, das von den gleichen 
so Tierarten wie der zweite Antikdrper stammt, erkennt, 

2. Trennung einer festen Phase von einer flQssigen, und 

3. Bestimmung der Menge dieses in der festen Phase vorhandenen Enzyms mit Hilfe der Enzymaktivitat. 

55 Die Fig. 1, 2, 3, 4, 5 und 6 sind EIA-Standardkurven, jeweils erhalten aus Beispiel 1, Vergleichsbeispiel 1, 
Vergleichsbeispiel 2, Beispiel 2, Vergleichsbeispiel 3 und Vergleichsbeispiel 4. 
Erlfiuternde Beispiele zu verwendender geeigneter antigener Substanzen in der vorliegenden Erfindung sind 

1) Hormone, wie Insulin, die Beta-Untereinheit des Human-Choriongonadotropin (HCG-Beta), Wachs- 
60 tumshormon, Thyrotropin (TSH), Thyroxin, Trijodthyronin und ahnliche, 

2) Serumproteine, wie IgG, IgA, IgM, IgE, Alpha- Fetoprotein, Beta2-Mikroglobuiin, TBG und ahnliche, 

3) tumorassoziierte Antigene wie Carcinoembryonic Antigen (CEA), Ferritin, POA, CA-19-9, CA125, und 
ahnliche, und 

4) Krankheitserreger (pathogene Bakterien, Viren, Parasiten oder Protozoen, die verschiedene Krankhei- 
65 ten verursachen), wie Streptokokken, Hepatitisviren (wie Hepatitis-B Virus), Rubella-Virus, Herpes-Virus, 

Toxoplasma Gondii, Malariaparasiten und ahnliche. 

Unter diesen Antigenen werden HCG-Beta, TSH, CEA und Hepatitis-B- Virus unter Berucksichtigung ihrer 
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hohen Empfindlichkeit bevorzugt 

Geeignete erste Antikdrper, die in dieser Erfindung anwendbar sind, sind polyklonale und monoklonale 
Antikdrper. Polyklonale Antikdrper kdnnen dadurch erhalten werden, daB ein Saugetier (wie Hase, Huhn, Schaf, 
Meerschweinchen und ahnliche) mit einem Antigen immunisiert werden. Zur Verwendung im erfindungsgemfi- 
Ben Verfahren ntttzliche monoklonale Antikdrper kdnnen durch bekannte Verfahren, wie in Nature 256, 495-497 5 
beschrieben, beispielsweise erhalten werden. Grundsatzlich enthalten sie die Injektion eines Immunogens in eine 
Maus oder ein anderes geeignetes Tier, Fusion Antikdrper produzierender Zellen des Tieres mit Myelomazellen 
(die von einer Maus oder einem anderen geeigneten Tier stammen), und Kultivieren oder Qber Aszites Stimulie- 
ren der sich ergebenden Hybridoma- oder Hybridzellen. Diese Antikdrper kdnnen durch bekannte Verfahren 
gereinigt werden, wie Ammoniumsulfatfailung, DEAE-Cellulosechromatographie, Affinitatschromatographie 10 
und ahnliche. 

Dieser erste Antikdrper kann erfindungsgemaB auf einem anorganischen oder organischen Trager (unldsli- 
ches Festmaterial) immobilisiert werden. 

Geeignete Trager sind anorganische Trager, beispielsweise kieselsaurehaltige Materialien (wie Glas (pordses 
GIas t mattiertes Glas und ahnliche), SiJiziumdioxid (Silicagei, kolloidale Kieselsaure), Bentonit, Wollastonit 15 
Cordient und ahnliche) und nicht-kieselsaureartige Metalloxide (wie Aluminiumoxid, SpinelL Apatit, Hydroxya- 
patit, Titanoxid, Zirkonoxid und magnetische Verbindungen (wie Eisenoxide, Ferrite. Nickeloxide, Kobaltoxide 
und ahnliche)), und organische Trager, beispielsweise Kunststoffe (wie Polystyrol und seine Derivate wie 
Polyfaminostyrol), Acrylpolymere, wie Polyacrylonitril, Polymethacryiate, wie Polymethylmethacrylat, Polyole- 
fine, wie Polyethylen, Polypropylen, Polybutylen und Polybutadien, halogenenthaltende Polymere, wie Poly(vi- 20 
nylchlond) und Poly(vinylidenchlorid), Polyester, wie Poly(ethylenenterephthalat), Polyamide, wie Nylon 6 und 
Nylon 6,6, und ahnliche), naturlich Polymere, wie Polysaccharide, Cellulose, Dextran, Agarose, Papier (z, B 
Filterpapier), Polyeptide, Collagen und ahnliches. 

Diese Trager kdnnen natOrlich teilchenfdrmig sein und von einem fein zerteilten Pulver bis zu einem grobkdr- 
nigen Material variieren (beispielsweise etwa 20 bis etwa 100 mesh oder mehr, U.S. Standardsieb) oder kdnnen 25 
ein geformter Gegenstand wie ein Blatt oder Pellet oder dreidimensionale Gegenstande, wie HohlkOgelchen, 
Testrdhrchen, Schalen, Scheiben usw. sein. Von diesen werden Glas (insbesondere Glaskiigelchen und Glas- 
testrdhrchen) und Kunststoffe (Kunststoffrdhrchen und Kunststoffschalen) bevorzugt Diese Trager kdnnen 
pords oder durch bekannte Methoden, wie Atzen oder Mattieren, chemische Behandlung, chemisches Oberzie- 
hen und ahnliches oberflachenverandert sein. 30 

Der Antikdrper kann durch bekannte Mittel immobilisiert werden, welche von einfacher Adsorption bis zu 
chemischer Bindung variiert werden kdnnen. Chemische Kupplung beinhaltet typischerweise die Behandlung 
des Tragers mit einer oder mehreren chemischen Verbindungen (Silane, Polyisocyanate und ahnliche) gefolgt 
durch Kontaktieren des behandelten Tragers mit einer waBrigen Ldsung des Antikdrpers. Die Adsorption 
erfolgt gewdhnlich derart, daB man eine waBrige Ldsung des Antikdrpers, der immobilisiert werden soli, 35 
ausreichend lange mit einem Trager in Berflhrung bringt, so daB der gewQnschte maximale Grad der Immobili- 
sierung erzielt wird. Geeignete Beispiele und Verfahren zur Immobilisierung eines Antikdrpers sind solche, bei 
denen eine physikalische Adsorption oder chemische Bindung an Glas mit einem Silankupplungsmittel und mit 
oder ohne ein Vernetzungsmittei, erfolgt, wie in der US-PS 42 80 992 beschrieben, und solche, durch physikali- 
sche Adsorption an Kunststoffe, wie in E Engvall, J. Johnson, P. Parlman, Biochim. Biophys. Acta, 251 (1971) 40 
427-434 beschrieben. v ' 

Beispiele geeigneter zweiter Antikdrper sind: 

1) polyclonal Antikdrper, die das Antigen erkennen und von einer Tierart stammen, die von der des ersten 
Antikdrpers verschieden ist (beispielsweise Antikdrper, die vom Huhn, Schaf, Meerschweinchen und ahnli- 45 
chen stammen (wenn der erste Antikdrper vom Kaninchen stammt), und Antikdrper vom Kaninchen, Huhn, 
Meerschweinchen und ahnlichen (wenn der erste Antikdrper vom Schaf stammt) ), und 

2) monoclonale Antikdrper, hergestellt durch Kultivieren oder uber Aszites Stimulieren der sich ergeben- 
den Hybridoma oder Hybridzellen, die durch Fusion von Zellen erhalten werden, die gegen das Antigen 
Antikdrper produzieren, (beispielsweise von einer Maus) mit Myelomazellen (von einer Maus), in dem Falle, 50 
wo der erste Antikdrper ein polyclonaler Antikdrper ist, der das Antigen erkennt und von einem Tier 
stammt (welches ein anderes als eine Maus ist). 

Geeignete Formen eines zweiten Antikdrpers sind beispielsweise Antisera, HybridomakulturflQssigkeiten und 
AscitesflQssigkeit ebenso wie durch Reinigung erhaltene Immunoglobulins 55 

Die Konzentration des Immunoglobulins, die im zweiten Bereich gemaB der Konzentration des Antigens in 
der zu prfifenden Probe und der Konzentration des enyzmmarkierten dritten Antikdrpers schwanken kann, 
betragt im allgemeinen von etwa 0,1 bis etwa 1000 jig/ml, vorzugsweise von etwa 1 bis etwa 200 u.g/ml. 

Diese Immunkomplexe kdnnen erfindungsgemaB durch Reaktion des immobilisierten ersten Antikdrpers, der 
antigenen Substanz und dem dritten Antikdrper zur gleichen Zeit erhalten werden. Es werden beispielsweise ein 60 
erster, an einen unldslichen Trager gebundenen Antikdrper, eine Antigen enthaltene Probe, die zu testen ist, und 
eine einen zweiten Antikdrper enthaltende Pufferldsung gleichzeitig zur Bildung eines Immunkomplexes inku- 
biert Die Inkubation wird unter herkdmmlichen Bedingungen, beispielsweise 5 bis 50° C, vorzugsweise 34 bis 
40° C 5 Minuten bis 2 Tage lang, vorzugsweise 5 bis 30 Minuten lang, durchgefiihrt 

Nach der Inkubation kdnnen die nicht umgesetzten Stoffe aus dem erhaltenen Immunkomplex in Oblicher 65 
Weise ausgewaschen werdea Es werden beispielsweise 1 bis 5 ml einer WaschflQssigkeit (wie destilliertes 
Wasser, physiologische Kochsalzldsung, Phosphatpuffer oder ahnliche) zu der inkubierten Mischung hinzugege- 
ben und die FlOssigkeit durch Absaugen mit einer Wasserstrahlpumpe entfernt Dieser Vorgang wird mehrere 
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Male wiederholt (beispielsweise zwei- bis fflnfmal), um einen von nicht umgesetzten Stof fen getrennten Immun- 
komplex zu erhalten. 

Beispiele dritter geeigneter Antikdrper sind solche Antikdrper, die Immunglobuline, die aus den gleichen 
Tierarten wie der zweite Antik6rper stammen, erkennen: Beispielsweise Anti-Kaninchenimmunoglobulin-Anti- 
5 kdrper (Meerschweinchen) in dem Fall, wo der zweite Antikdrper vom Kaninchen stammt, Anti-Huhnimmuno- 
globulin-Antikdrper (Maus) in dem Fall, wo der zweite Antikdrper vom Huhn stammt, und Anti-Mausimmuno- 
globulin- Antikdrper (Kaninchen) in dem Fall, wo der zweite Antikdrper von der Maus stammt. 

Hinsichtlich der Kombinationen der ersten, zweiten und dritten Antikdrper wird bevorzugt, wegen einer 
geringeren unspezifischen Bindung, einen dritten Antikdrper zu verwenden, der von der gleichen Tierart wie der 
io erste Antikdrper stammt Erlauternde Beispiele der Kombinationen der ersten, zweiten und dritten Antikdrper 
sind: 

(1) der erste Antikdrper vom Kaninchen, der zweiten monoclonale Antikdrper von der Maus und der dritte 
Antikdrper vom Kaninchen, 

is (2) der ersten Antikdrper vom Meerschweinchen, der zweite Antikdrper vom Schaf und der dritte Antikdr- 
per vom Meerschweinchen, 

(3) der ersten Antikdrper vom Schaf, der zweite Antikdrper vom Kaninchen und der dritte Antikdrper vom 
Schaf, und 

(4) der erste Antikdrper vom Huhn, der zweite monoclonale Antikdrper von der Maus und der dritte 
20 Antikdrper vom Huhn. 

Unter diesen werden die Beispiele (1) und (4) wegen ihrer hdheren Spezifitat gegen das Antigen bevorzugt. 

Geeignete Enzyme zur Markierung des dritten Aniikdrpers sind Peroxidase, alkalische Phosphatase, Beta-Ga- 
lactosidase und ahnliche. Unter diesen wird die Peroxidase, die eine Ieichte Markierbarkeit des Antikdrpers und 
25 eine hohe Empfindlichkeit aufweist, am meisten bevorzugt 

Die Markierung des dritten Antikdrpers kann durch bekannte Methoden, beispielsweise solcher, wie in S. 
Yoshkake, M. Imagawa, E. Ishikawa, et al, J. Biochem. 92 (1982) 1413- 1424 beschrieben, durchgefahrt werden. 

Die Reaktion des enzymmarkierten Antikdrpers mit dem Immunkomplex, der durch gleichzeitige erfindungs- 
gemaBe Reaktion erhalten wurde, kann in herkdmmiicher Weise durchgefuhrt werden. So wird z. B. der Immun- 
30 komplex in 100 bis 1000 ^1 einer den enzymmarkierten Antikdrper enthaltenden Ldsung hinzugegeben, dann 
erfolgt eine Inkubation dieser Mischung. Die Inkubation kann unter gewdhnlichen Bedingungen durchgefuhrt 
werden; beispielsweise bei 5 bis 50° C, vorzugsweise 34 bis 40°C 5 Minuten bis 2 Tage, vorzugsweise 5 bis 30 
Minuten lang. 

Das Reaktionsprodukt aus dem Immunkomplex und dem enzymmarkierten Antikdrper kann mit einer 
35 Waschldsung (wie destilliertes Wasser, physiologische Salzldsung, Phosphatpuffer und ahnlichen) gewaschen 
werden. Nach dem Waschen wird das Produkt in 100 bis 1000[tl eines Substrates (wie 5-Amino-salicyIsaure, 
o-Phenyldiamin, 22'-Azinodi(3-ethylbenzthiazolin)-6'-sulfonsfiure (ABTS) oder ahnliche, vorzugsweise o-Phe- 
nyldiamin), eingebracht und anschlieBend inkubiert Die Inkubation kann unter ublichen Bedingungen, beispiels- 
weise 5 bis 50° C, vorzugsweise 30 bis 40°C 5 Minuten bis 1 Stunde lang, vorzugsweise 5 bis 30 Minuten lang 
40 ausgefuhrt werden. Nach der Inkubation wird die Reaktion durch Hinzugabe von 1 bis 10 ml einer Ldsung wie 
Schwefelsaure, Chlorwasserstoffsaure oder ahnlichem zu der Inkubationsmischung beendet Das so erhaltene 
Produkt wird zur Bestimmung der Enzymaktivitat verwendet 
Die folgenden Beispiele erlSutern die Erfindung, 

45 Beispiel 1 (Bestimmung von CEA) 

a) Hersteilung der Human-CEA-Standardldsung 

Die Konzentration einer hoch konzentrierten CEA-Ldsung, erhalten von einem metastasierendem Darmtu- 
50 mor durch Perchlorsaureextraktion, wurde unter Verwendung des CEA International Reference Standard 
(63/701) der WHO und eines CEA-Bestimmungskit (CEA-EIA, hergestellt durch DAINABOT) bestimmt Die 
Ldsung wurde mit einem 0,02 M Phosphatpuffer derart verdunnt, dafl jeweils Standardldsungen mit 5, 1 0, 30 und 
60 ng/ml erhalten wurden. 

55 b) Hersteilung des Anti-CEA-monoclonalen Antikdrpers 

Eine Maus(Balb/c) wurde durch Injektion einer hochkonzentrierten Human-CEA-Ldsung immunisiert Nach 
6 Wochen wurde aus der Milz eine Zellsuspension hergestellt und anschlieBend etwa 1 x 10 8 Milzzellen und 
etwa 2 x 10 7 Mausmyelomazellen unter PEG-Behandlung fusioniert Die erhaltenen fusionierten Zellen wurden 
60 in einem HAT-Medium kultiviert, und anschlieBend einem Screening unterworfen, um die Antikdrper produzie- 
renden Zellen (Hybridoma) zu selektieren. Danach werden die Hybridomazellen durch Klonieren als Monoklon 
angezQchtet und anschlieBend werden die Monoklone uber Aszites einer Maus stimuliert Die erhaltene Aszites- 
flfissigkeit wird gereinigt, um ein monoklonales CEA-lmmunoglobulin zu gewinnen. 

65 c) Hersteilung des peroxidasemarkierten Anti-Maus-Immunoglobulinantikdrpers 

Ein Anti-Mausimmunoglobulin-Antikdrper (hergestellt durch Dako) wurde mit Peroxidase gemaB der \m J. 
Biochem. 92 (1982), 1413— 1424 beschriebenen Methode kombiniert und nachfolgend wird die erhaltene Ldsung 
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1/10- 1/5000 mit einem 1% Rinderserumalbumin enthaltenden Puffer verdtinnt 

d) Herstellung der mit Anti-CEA-poIyclonalen Antikdrpern Qberzogenen GlaskQgelchen 

Anti-CEA polyclonale Kaninchenantikdrper (hergestellt von Dako) wurden auf der Oberfl&che von Glashohl- 
kOgelchen nach dem Verfahren der US-PS 36 52 761 aufgezogen. 

e) Quantitative Bestimmungdes Human-CEA 

Ein Glashohlkugelchen, flberzogen mit Kaninchen-anti-CEA-polycIonalen Antikdrpern, und 50 \ig einer 
60 ng/ml Human CEA-Standardl6sung wurden 15 Minuten lang bei 37°C in 300 uJ einer 0,02 M Phosphatpuffe 
enthaltend 10 bis 100 Ug/ml des anti-CEA monoclonalen Antikorpers in einem Testrohrchen inkubiert. Danach 
erfolgt das Waschen des HohlkQgelchens mit destilliertem Wasser. Das HohlkOgelchen wird in 300 ul einer 
peroxidasemarkierten Anti-MausimmunogiobuIin-Antikarperl6sung gegeben und anschlieBend 15 Minuten 
lang bei 37°C inkubiert Nach dem Waschen des HohlkQgelchens mit destilliertem Wasser, wird dieses 15 
Minuten lang bei 37° C in 400 u.1 einer Substratl6sung(p-Phenylendiaminl6sung, die Wasserstoffperoxid enthait) 
inkubiert AnschlieBend wird die Reaktion durch HinzufOgen von 3 ml einer 1,5 N Schwefelsaure beendet Die 
Absorption der erhaltenen Ldsung wird bei 492 nm zur Bestimmung der Enzymaktivitat des am HohlkOgelchen 
gebundenen Enzyms gemessen. 

Die Enzymaktivitaten im Falle der Human-CEA Standardldsungen von 30, 10,5 und 0 ng/ml wurden jeweils in 
der gieichen Weise bestimmt, urn eine Standardkurve zur Bestimmung des Human CEA, wie in Fig. 1 gezeigt 
aufzustellen. 6 

Die Ergebnise der Bestimmung des Human-CEA werden in Tabelle 1 gezeigt 

Vergleichsbeispiel 1 (Bestimmung des CEA durch die Sandwich-Methode) 2 5 
a) Herstellung der Human-CEA-StandardlSsung 
Beispiel 1, a) wurde wiederholt 

b) Herstellung des anti-CEA monoclonalen Immunoglobulins 
Beispiel 1, b) wurde wiederholt 

c) Herstellung des peroxidasemarkierten anti-CEA monoclonalen Immunoglobulins 35 

Das oben erwfchnte anti-CEA monoclonale Immunoglobulin wurde mit Peroxidase in der gieichen Weise 
gekoppelt, wie in Beispiel l,c) beschrieben. Nachfolgend wird die erhaltene Ldsung 1/1 0-1/5000 mit einem 1% 
Rinderserumalbumin enthaltenden Puffer verdQnnt. 
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d) Herstellung der mit anti-CEA polyclonalen Antikdrpern flberzogenen Glashohlkflgelchen 
Beispiel 1 , d) wurde wiederholt 

e) Quantitative Bestimmung des Human-CEA 45 

Ein mit anti-CEA polyclonalen Kaninchenantikdrpern Qberzogenes Glashohlkflgelchen und 50 jil einer 60 ng/ 
ml Human-CEA Standardldsung wurden 15 Minuten lang bei 37°C mit 200 ul eines 0,02 M Phosphatpuffers in 
einem Testrdhrchen inkubiert, anschlieBend wird das HohlkOgelchen mit destilliertem Wasser gewaschen. Das 
HohlkOgelchen wurde in 300 \i\ der Peroxidase markierten anti-CEA monoclonal Immunoglobulinldsung einge- 50 
bracht und anschlieBend 15 Minuten lang bei 37° C inkubiert Nach weiterem Waschen des HohlkOgelchens mit 
destilliertem Wasser wurde dieses 15 Minuten lang bei 37°C in 400 \il einer SubstratlOsung (o-Phenylendiaminl$- 
sung, die Wasserstoffsuperoxid enthait) inkubiert AnschlieBend wurde die Reaktion durch HinzufOgen von 3 ml 
einer 1,5 N SchwefelsSure beendet Die Absorption der erhaltenen Ldsung wurde zur Bestimmung der Enzym- 
aktivitat des an das HohlkOgelchen gebundenen Enzyms bei 492 nm gemessen. 55 

Die Enzymaktivitaten im Falle der Human-CEA Standardldsungen von jeweils 30m, 10, 5 und 0 ng/ml wurden 
in der gieichen Weise gemessen, urn eine Standardkurve zur Bestimmung des human CEA, wie in Fig. 2 gezeigt, 
zu erstellen. 

Die Ergebnisse der Human-CEA Bestimmung werden in Tabelle 1 gezeigt 

Vergleichsbeispiel 2 (Bestimmung der CEA durch ein Verfahren aufeinanderfolgender Reaktionen) 
a) Herstellung der Human-CEA-Standardl6sung 
Beispiel 1 , a) wurde wiederholt 
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b) Herstellung des Anti-CEA monoclonal Immunoglobulins 

* 

Beispiel 1 , b) wurde wiederholt 

c) Herstellung des peroxidasemarkierten anti-CEA monoclonal Immunoglobulins 
Beispiel 1 , c) wurde wiederholt 

d) Herstellung der mit anti-CEA polyclonalen Antikdrpern Oberzogenen Glashohlkugelchen 
Beispiel 1 , d) wurde wiederholt 

e) Quantitative Bestimmungdes Human-CEA 

Ein mit Kaninchen anti-CEA polyclonalen Antikorpern uberzogenes GlashohlkQgelchen und 50 \i\ einer 
60 ng/ml Human-CEA Standardldsung wurden 15 Minuten lang bei 37°C mit 300 eines 0,02 M Phosphatpuf- 
fers in einem TestrShrchen inkubiert und anschlieBend wurde das Hohlkugelchen mit destilliertem Wasser 
gewaschea Das Hohlkugelchen wurde dann in 300 pj 0,02 M Phosphatpuffer, enthaltend 10 bis 100 jig/ml des 
anti-CEA monoclonalen Antikdrpers, eingebracht und anschlieBend 15 Minuten lang bei 37° C inkubiert Nach 
dem Waschen des HohlkQgelchens mit destilliertem Wasser wurde dieses in 300 ul der peroxidasemarkierten 
anti-CEA monoclonal Immunoglobulinldsung eingebracht und anschlieBend 15 Minuten lang bei 37°C inkubiert. 
Nach weiterem Waschen des HohlkQgelchens mit destilliertem Wasser wurde dieses in 400 ul einer Substratlo- 
sung (o-Phenylendiaminldsung, die Wasserstoffsuperoxid enthait) inkubiert AnschlieBend wurde die Reaktion 
diirch Hinzufttgen von 3 ml 1,5 N Schwefefcaure beendet Die Absorption der erhaltenen Losung zur Bestim- 
mung der Enzyraaktivitat des an das Hohlkugelchen gebundenen Enzyms wurde bei 492 nm gemessen. 

Die Enzymaktivitaten im Falle der Human-CEA Standardl8sungen mit jeweils 30 t 10, 5 und 0 ng/ml wurden in 
der gleichen Weise gemessen, urn eine Standardkurve zur Bestimmung des Human-CEA, wie in Fig. 3 gezeigt, zu 
erstellea Die Ergebnisse der Bestimmung des Human-CEA werden in Tabelle 1 gezeigt 

Tabelle 1 





Empfind- 

lichkeit 

ng/ml 


Test- 

bereich 

ng/ml 


Prazision 
ng/ml 

(Variationsko- 
effizient,%) 


ng/ml 

(Variationsko- 
effizient.%) 


Beispiel 1 


1,0 


0-60 


5,0 ± 0,4 
(8,0%) 


38^ ± 2£ 
(5,8%) 


Vergleichsbeispiel 1 


43 


0-60 


53 ±0,9 
(17,0%) 


37^ ± 5,3 
(14,1 o/o) 


Vergieichsbeispiel 2 


3$ 


0-60 


6,6 ± 03 
(13,6%) 


40^ ± 5,8 
(14,4%) 



Beispiel 2 (TSH-Bestimmung) 

a) Herstellung der Human TSH Standardl6sung 

Human TSH (50 u,g/GefaB), erhalten von UCB Bioproducts, wurde mit 0,02 M Phosphatpuffer verdQnnt, urn 
Standardldsungen mit jeweils 50, 25, 23 und 0 IU/ml zu erhalten. 

b) Herstellung des Anti-TSH monoclonalen Antikdrpers 

Beispiel 1, b) wurde wiederholt, mit der Ausnahme, daB anstelle des Human-CEA ein Human-TSH verwendet 
wurde, urn einen ahti-TSH monoclonalen Antik6rper zu erhalten. 

e) Herstellung der mit anti-TSH polyclonalen Antikdrpern flberzogenen GlashohkUgelchens 

Beispiel 1, d) wurde wiederholt, mit der Ausnahme, daB Anti-TSH polyclonal Kaninchenantik5rper (herge- 
steUt von Dako) anstelle der anti-CEA polyclonalen Kaninchenantikorper verwendet wurden. 

d) Quantitative Bestimmungdes Human-TSH 

Ein mit anti-TSH polyclonalen Kaninchenantikdrpern Oberzogenes Glashohlktigelchen und lOOjil einer 
50lU/ml Human-TSH Standardldsung werden 30 bis 60 Minuten lang bei 37°C mit 200 pi eines 0,02 M 
Phosphatpuffers, der 10 bis 100 ug/ml anti-TSH monoclonalen Antikdrpers enthait, in einem Testrdhrchen 
inkubiert AnschlieBend wird das HohlkOgelchen mit destilliertem Wasser gewaschen. Dann wird das HohlkOgel- 
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chen in 300 ul einer Ldsung eines peroxidasemarkierten anti-Mausimmunoglobulin-Antikdrpers, hergestellt 
gemaB Beispiel lc), eingebracht und 30 bis 60 Minuten lang bei 37°C inkubiert Nach einem weiteren Waschen 
des HohlkOgelchens mit destilliertem Wasser wurde dieses 30 Minuten lang bei 10 bis 30°C in 400 ul einer 
Substratldsung (o-Phenylendiaminldsung, die Wasserstoffsuperoxid enth&lt) inkubiert. Danach wurde die Reak- 
tion durch HinzufQgen von 3 ml 1,5 N SchwefelsSure beendet Die Absorption der erhaltenen Ldsung wurde zur 
Bestimmung der Enzymaktivit&t des an das HohlkUgelchen gebundenen Enzyms bei 492 nm gemessen. 

Die Enzymaktivitaten im Falle der Human-TSH Standardldsungen mit jeweils 25, 5, 2,5 und 0 IU/ml wurden in 
der gleichen Weise gemessen, urn eine Standardkurve zur Bestimmung des Human-TSH, gezeigt in Fig, 4, 
erstellt 

Die Ergebnisse der Human-TSH Bestimmung werden inTabelle 2 gezeigt 

Vergleichsbeispiel 3 (Bestimmung des TSH durch die Sandwich- Methode 

a) Herstellung der Human-TSH Standardldsung 

Beispiel 1, a) wurde wiederholt. 

b) Herstellung des Anti-TSH monoclonal Immunoglobulin 

Beispiel 2, b) wurde wiederholt 

c) Herstellung des peroxidasemarkierten anti-TSH monoclonal Immunoglobulin 

Das oben erwahnte anti-TSH monoclonal Immunoglobulin wurde mit Peroxidase in der gleichen Weise, wie in 
Beispiel lc) beschrieben, gekoppelt und die erhaltene Ldsung 1/10— 1/5000 mit einem 1% Rinderserumalbumin 
enthaltenden Puffer verdflnnt 

d) Herstellung der mit anti-TSH polyclonalen Antikdrpern Uberzogenen Glashohlkugelchen 

Beispiel 2c) wurde wiederholt 

e) Quantitative Bestimmung des Human-TSH 

Ein mit anti-TSH polyclonalen Antikorpern Uberzogenes Glashohlkugelchen und 100 ul einer 50 IU/ml hu- 
man TSH enthaltenden Standardldsung wurden 60 Minuten lang bei 37°C mit 200 ul eines 0,02 M Phosphatpuf- 
fers, der 10 bis lOOu.g anti-TSH polyclonale Antikdrper enthalt, in einem Testrdhrchen inkubiert und anschlie- 
Bend das HohlkUgelchen mit destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurde das HohlkUgelchen in 300 ul einer 
Losung aus peroxidasemarkierten anti-TSH monoclonal Immunoglobulin eingebracht und anschlieBend 60 
Minuten lang bei 37° C inkubiert Nachdem das HohlkOgelchen ein weiteres Mai mit destilliertem Wasser 
gewaschen wurde, wird dieses 30 Minuten lang bei 37° C in 400 jxl einer Substratldsung (o-Phenylendiaminld- 
sung, die Wasserstoffsuperoxid enthalt) inkubiert AnschlieBend wurde die Reaktion durch HinzufUgen von 3 ml 
1,5 N Schwefelsdure beendet Die Absorption der erhaltenen Ldsung wurde zur Bestimmung der EnzymaktivitSt 
des an das HohlkUgelchen gebundenen Enzyms bei 492 nm gemessen. 

Die Enzymaktivitaten im Falle der Human-TSH Standardldsungen von jeweils 25, 5, 2,5 und 0 IU/ml wurden in 
der gleichen Weise gemessen, um eine Standardkurve zur Bestimmung des Human-TSH, dargestellt in Fig- 5, zu 
erstellen. 

Die Ergebnisse der Human-TSH- Bestimmung werden in Tabelle 2 gezeigt 

Vergleichsbeispiel 4 (Bestimmung des TSH durch ein Verfahren aufeinanderfolgender Reaktionen 



a) Herstellung der Human-TSH Standardldsung 

Beispiel 2, a) wurde wiederholt 

b) Herstellung des Anti-TSH monoclonal Immunoglobulins 

Beispiel 2, b) wurde wiederholt 

c) Herstellung der mit anti-TSH polyclonalen Antikdrpern Uberzogenen Glashohlkugelchen 

Beispiel 2, c) wurde wiederholt 

d) Quantitative Bestimmung des Human-CEA 

Ein mit Kaninchen anti-TSH polyclonalen Antikdrpern uberzogenen Glashohlkugelchen und lOOuJ einer 
50 IU/ml enthaltenden human TSH Standardldsung wurde 30 Minuten lang bei 37°C mit 0,02 M Phosphatpuffer 
in einem Testrdhrchen inkubiert und anschlieBend das HohlkOgelchen mit destilliertem Wasser gewaschen. 
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Dann wurde das Hohlktlgelchen in 300 uJ eines 0,02 M Phosphatpuffers, der 10 bis 100u.g/ml des anti-TSH 
monoclonalen Antikdrpers enthSIt, eingebracht und anschlieBend 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert Nach 
Waschen des HohlkQgelchens mit destilliertem Wasser wurde dieses in 300 ul einer Losung aus einem peroxida- 
semarkierten anti-Mausimmunoglobulin Antikdrper gegeben und anschlieBend 30 Minuten lang bei 37° C inku- 
biert Nach weiterem Waschen mit destilliertem Wasser wurde das HohlkOgelchen in 400 uJ einer Substratld- 
sung (o-Phenylendiaminl6sung, die Wasserstoffsuperoxid enthalt) inkubiert AnschlieBend wird die Reaktion 
durch Hinzufiigen von 3 ml 1,5-N SchwefelsSure beendet Die Absorption der erhaltenen Losung wird zur 
Bestimmung der Enzymaktivitat des an das Hohlkugelchen gebundenen Enzyms bei 492 nm gemessen. 

Die Enzymaktivitaten im Falle der Human-TSH Standardlosungen von jeweils 25, 5, 2,5 und 0 IU/ml wurden in 
der gleichen Weise gemessen, urn eine Standardkurve zur Bestimmung von Human-TSH, dargestellt in Fig. 6, zu 
erstellen. ' 

Die Ergebnisse der Bestimmung des Human-TSH werden in Tabelle 2 gezeigt. 

Tabelle 2 



Empfind- Test- Prazision 

lichkeit bereich IU/ml IU/ml 

IU/ml IU/ml (Variationsko- (Variationsko- 

effizient%) effizient.%) 



Beispiel2 2,0 0-50 2,8 ± 0,2 26,0 ± 1,4 

(7,1%) (5,4%) 

VergIeichsbeispieI3 6,5 0-50 2 3 6 ± 0,7 25,5 ± 43 

(26,9%) (16,9%) 

VergleichsbeispieI4 - 5,7 0-50 3,0 ± 0,6 28,2 ± 4,7 

(20,0%) (16,6%) 



Das erfindungsgemaUe EIA hat auch im Falle eines geringen Titers des zweiten Antiko* rpers eine ausreichend 
hohe Empfindlichkeit, wohingegen die EIA-Sandwich- und die EIA-Methode mit drei aufeinander folgenden 
Immunreaktionen eine schlechte Empfindlichkeit, insbesondere, wenn der Titer des zweiten Antikorpers gering 
ist, aufweisen. Die Erfindung stellt auch fOr den Fall, daB der zweite Antikorper ungereinigt ist, wie beispielswei- 
se bei Antiseren, Kultur- oder Ascitesflflssigkeiten, eine hohe Empfindlichkeit bereit Zusatzlich kann eine hohe 
Empfindlichkeit erfindungsgema*B erhalten werden, wenn als zweiter Antikorper ein monoclonaler Antikorper 
verwendet wird, wobei monoclonale Antikorper im allgemeinen eine hohe Spezifitat, aber eine geringe Affinitat 
und deshaib geringe Empfindlichkeit aufweisen. Demzufolge kann eine hochspezifische Bestimmung mit einer 
hohen Empfindlichkeit erfindungsgemaB durch Verwendung eines monoclonalen Antikorpers als zweiten Anti- 
korper erzielt werden. Damit ist die vorliegende Erfindung als diagnostisches Mittel fur CEA, TSH, HCG-beta 
und HBs Antigene, fOr deren Bestimmung eine hohe Empfindlichkeit verlangt wird, besonders geeignet 
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